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f<) (57) Abstract: The invention relates to the use of benzo[c]quinolizinium derivatives for treating diseases that are linked to smooth 
O muscle cell constriction, such as hypertension and asthma. 
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^ (57) Abr^£ : La presente invention a pour I'utilisation de derives des benzo[c]quinoUziniums dans le cadre du traitement de patho- 
^ logies liees aux phenomenes de constriction des cellules musculaires lisses, telles que I'hypertension arterielle, ou I'asthme. 
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UTILISATION DE DERIVES DES BENZO[c]QUINOLIZINIUMS POUR 
LE TRAITEMENT DES PATHOLOGIES LIEES AUX PHENOMENES DE 
CONSTRICTION DES CELLULES MUSCULAIRES LISSES 



La pr6sente invention a pour objet I'utilisation de derives des 
benzoMquinoliziniums dans le cadre du traitement de pathologies hees aux 
ph^nomenes de constriction des cellules musculaires lisses, telles que 
I'hypertension art6rielle, ou I'asthme. 

De nombreux activateurs moleculaires ont et6 synthetises en vue de leur 
utiUsation eventuelle dans le cadre du traitement de la mucoviscidose (Becq et al, 
1999; WO 98/05642). De ces syntheses chimiques sont appames une serie de 
composes substitues du benzo[c]quinolizinium (MPB) et. parmi ces molecules, les 
composes MPB-07 et MPB-91. Dans des cellules exprimant la protdine CFTR de 
maniere endog^ne, il a 6te demontre, par des techniques d'efflux iodure et de patch 
clamp, que les MPB-07 et MPB-91 sont des activateurs de ce canal ionique (Becq 
et al. 1999, Derand et al., 2001). Les mventeurs ont montre que ces deux 
molecules modifient la locaUsation de delF508-CFTR dans les cellules 
pulmonaires de patients homozygotes pour cette mutation, et qu'une activation du 
canal delF508 est restaur^e apr^s traitement (Dormer et al. 2001). Le mecanisme 
d'action n'est pas etabli mais ces deux molecules n'affectent pas I'activitd ATPase 
des deux sites NBF (D^fand et al. 2001), ni le taux d'AMPc intracellulaire ni les 
activit^s phosphatases et kinases des principals enzymes impUquees dans la 
regulation de CFTR (Becq et al., 1999, Derand et al., 2001). 

La pr6sente mvention decoule de la raise en Evidence par les inventeurs des 
effets du MPB-07 et du MPB-91 sur la r6activite vasculaire. Les inventeurs ont 
utiUse I'aorte de rat, organe ayant la propri6t6 de se contracter (vasoconstriction) 
ou de se relaxer (vasorelaxation) sous Taction de difKrents agents mol6culaires 
(endog^nes ou exogenes) ou m6caniques. 

Ainsi les inventeurs ont demontre que les benzo[c]quinoliziniums decrits ci- 
apres dans le cadre de la presente invention, tels que le MPB-07 et le MPB-91, 
sont des molecules capables de modular le tonus vasculaire chez rhomme et chez 
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le rat en agissant sur l'activit6 des cellules musculaires lisses. De plus, les 
inventeurs ont d6montr6 que CFTR est exprim6 et fonctionnel dans le muscle 
lisse. Ces rdsultats d6montrent qu'une moMcule qui se r6v61erait €tre activatrice de 
CFTR, peut agir comme un vasorelaxant et un broncho-dilatateur potentiel. 

A ce titre, la presente invention a pour but de foumir de nouveaux 
medicaments destines au traitement de pathologies liees a une constriction des 
cellules musculaires lisses dans les tissus telles que les pathologies lites aux 
phenomenes de vasoconstriction dans le cadre de troubles vasculaires, notamment 
['hypertension artdrielle, ou les pathologies li6es aux phenomfenes de 
bronchoconstriction dans le cadre de troubles de la respiration, notamment 
I'asthme. 

La presente invention a pour objet Tutilisation de composes activateurs du 
canal CFTR, tels que les benzo[c]quinoUzimums, pour la preparation de 
medicaments destines au traitement de pathologies li6es k une constriction des 
cellules musculaires lisses dans les tissus telles que les pathologies li6es aux 
ph6nomenes de vasoconstriction dans le cadre de troubles vasculaires, notamment 
rhypertension artdrielle, ou les pathologies li6es aux ph^nom^nes de 
bronchoconstriction dans le cadre de troubles de la respiration, notamment 
I'asthme. 

La presente invention a plus particulidrement pour objet I'utilisation de 
d6riv6s de formule g6n6rale (I) suivante : 




dans laquelle : 

- rh6t6rocycle A est aromatique ou non, 6tant entendu que dans ce dernier 
cas I'atome d'azote de cet h6t6rocycle est lie par une double liaison au carbone en 
position 4a, 
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- Ri, R2, R3, R4, R5, R7, Rg, R9 et Rjo, representent, ind^pendamment les 
uns des autres : 

. un atome dTiydrog^ne, ou 

. un atome dlialog^ne, notamment un atome de chlore, de brome, ou de 

fluor, ou 

. un groupe alkyle. alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lindaire ou 
ramifi6, d'environ 1 k environ 10 atomes de carbone, ces groupes 6tant le cas 
ech6ant substitute, notamment par un halog^ne, et/ou par un hydroxyle, et/ou par 
une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un cycle aromatique et/ou 
aliphatique, d'environ 5 a environ 10 atomes de carbone dans le cycle, ces cycles 
etant eux-memes, le cas 6cheant, substitute notamment par un halogene, et/ou par 
un hydroxyle, et/ou par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un 
groupe alkyle, aUcoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, ces groupes 6tant tels 
que definis ci-dessus, ou 

. un cycle aromatique ou aliphatique, d'environ 5 k environ 10 atomes de 
carbone dans le cycle, ce cycle etant lui-meme, le cas 6ch6ant, substitu6 
notamment par un halog&ie, et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine 
(primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, ces groupes etant tels que d6finis ci-dessus, ou 

. un groupe -ORa, Ra reprteentant un atome dliydrog^ne, ou un groupe 
alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lin6aire ou ramifi6, ces groupes 6tant 
tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant 
tels que definis ci-dessus, ou ' 

. un groupe -NRb^c, Rb et Rc, ind^pendamment I'un de I'autre, 
repr^sentant un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, lin6aire ou ramifie, ces groupes 6tant tels que d6finis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant tels que d6finis ci- 
dessus, ou 

. lorsque Ri et R2, et/ou R3 et R4, et/ou R4 et R5, et/ou R7 et Rg, et/ou 
Rg et R9, et/ou R9 et Riq, ne reprteentent pas les differents atomes ou groupes ou 
cycles mentionn^s ci-dessus, alors Ri en association avec R2, et/ou R2 en 
association avec R3, et/ou R3 en association avec R4, et/ou R4 en association avec 
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R5, et/ou R7 en association avec Rg, et/ou Rg en association avec R9, et/ou R9 en 
association avec R\q, forment respectivement avec et C2, ou avec C2 et C3, 
ou avec C3 et C4, ou avec C4, et C5, ou avec C7 et Cg, ou avec Cg et C9, ou 
avec C9 et Cio» un cycle aromatique ou aliphatique de 5 ^ 10 atomes de carbone, 
ce cycle etant le cas dchdant substitue, notamment par \m halog^ne, et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle 
aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles 6tant tels que d^finis ci-dessus, 
ou 

. lorsque R3 et R4 ne representent pas les diff6rents atomes ou groupes ou 
cycles mentionnes ci-dessus, alors R3 en association avec R4 fonnent un groupe 
indole de formule 



dans laquelle R^ est tel que d6fini ci-dessus, 
- Y repr^sente : 

. un groupe -OR^, R^ repr6sentant un atome dliydrog^ne, ou un groupe 
alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lin^aire ou ramifi6, ces groupes 6tant 
tels que d^finis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles 6tant 
tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -NR^Rf Rf ind^pendaimrient I'un de I'autre, 

repr6sentant un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, lin^aire ou ramifi6, ces groupes 6tant tels que definis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles 6tant tels que ddfinis ci- 
dessus, 

. ou un groupe SH, 

. 6tant entendu que lorsque R^ ou I'un au moins de Re ou de Rf, ne 
representent pas Tun des differents atomes ou groupes ou cycles mentionnes ci- 
dessus, alors R(i, ou I'un au moins de R^ ou de Rf, en association avec R5, ou en 
association avec R7, forment respectivement avec C5 et Cg, ou avec Cg, Cga et 
C7, un h6terocycle aromatique ou aliphatique de 5 i 10 atomes de carbone, le cas 
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echeant substitu6, notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, aikoxy, 
carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, 
ces groupes ou cycles 6tant tels que d^finis ci-dessus, 

- X represente un atome sous forme anionique, tel qu'un atome dlialogdrie, 
notamment un atome de brome ou de chlore, ou un groupe d'atoraes sous forme 
anionique, tel qu'un perchlorate, et I'azote de I'het^rocycle A de la formule (I) est 
sous forme quatemaire et est lie d'une part par liaison covalente au carbone en 
position 1 1, et, d'autre part, par liaison ionique a X d^fini ci-dessus, 6tant entendu 
que lorsque Rj et Rjq ne reprdsentent pas I'un des difKrents atomes ou groupes 
ou cycles mentionnfe ci-dessus, alors Rj en association avec Rjq forment avec 
C], I'azote de I'hdterocycle A de la formule (I), C\i, et C\q, un h^terocycle 
aromatique ou aliphatique de 5 i 10 atomes de carbone, le cas echeant substitue, 
notamment par un halogene, et/ou par un groupe aU^le, aikoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, ces groupes 
ou cycles 6tant tels que d^finis ci-dessus, 

pour la preparation de medicaments destines au traitement de pathologies 
liees k une constriction des cellules musculaires lisses dans les tissus telles que les 
pathologies li6es aux ph6nomenes de vasoconstriction dans le cadre de troubles 
vasculaires, notamment Thypertension art^rielle, ou les pathologies li^s aux 
ph6nomenes de bronchoconstriction dans le cadre de troubles de la respiration, 
notamment I'asthme. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation telle que dterite 
ci-dessus, des d6riv6s des benzo[c] quinoliziniums de formule (la) suivante : 




aa) 



dans laquelle : 
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- Rj et R2 representent un atome d'hydrogene, ou forment en association 
avec Ci et C2 vm cycle aromatique i 6 atomes de carbone, 

- R5 repr^sente un atome d'hydrogdne, ou un groupe alkyle lin^aire ou 
substitu^ de 1 & 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, ou un ester 

. 5 de formule COOR' dans laquelle R' repr^sente un groupe alkyle lineaire ou 
substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe ethyle, 

- Y repr&ente un groupe -OH, -SH, -NH2, ou -NHCOCH3, 

- R7, Rg, R9 et Rjo representent un atome d'hydrogene, ou Tun au moins de 
R7, Rg, R9 ou R|o> repr^sente un atome d'halog^ne, notamment un atome de 

10 chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halog^ne sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI', ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

L'invention a 6galement plus particuli&rement pour objet des derives des 
15 benzo[c] quinoliziniums de formule (la) tels que ddfmis ci-dessus, dans laquelle Y 
represente un groupe -NH2, ou -NHCOCH3. 

A ce titre, l'invention conceme plus particulierement encore I'utilisation telle 
que d^crite ci-dessus, des d6riv6s des benzo[c]quinoliziniums de formule (la) 
suivants : 

20 compost 13 (MPB-01) compost 11 (MPB-26) 



25 



30 



Br" 




CI" 




compost 14 (MPB-02) 



compost 15 (MPB-03) 
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compost 16 (MPB-04) compost 17 




L'invention a 6galement plus particulierement pour objet I'utilisation telle 
que ddcrite ci-dessus, des d6nv6s des benzo[c] quinoliziniums de fonnule (la) tels 
que definis ci-dessus, dans laquelle Y repr^sente OH. ' 

A ce titre, rinvention conceme plus particulierement encore I'utilisation telle 
que ddcrite ci-dessus, des derives des benzo[c]quinoliziniums de fonnule (la) 
suivants : 

compost 12 (MPB-05) compost 18 (MPB-Oti) 




55 




L'invention a egalement plus particulidrement pour objet I'utilisation telle 
que d^crite ci-dessus, des derives des benzo[c] quinolizimums de formule (la) tels 
que definis ci-dessus, dans laquelle Y represente SH. 

A ce titre, I'mvention conceme plus particulierement encore rutilisation telle 
que d^rite ci-dessus, des d6riv6s des benzo[c]quinolizimums de fonnule (la) 
suivants : 



5 




L'invention conceme 6galement I'utilisation telle que d^crite ci-dessus de 
d6riv6s de fonnule generale (Ia-1) suivante : 



15 



20 




aa-1) 



dans laquelle : 

25 - R5 repr^sente un atome d'hydrogfene, ou un groupe alkyle lin6aire ou 

substitue de 1 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, 

- Rjo repr6sente un atome un atome d'halogtoe, notamment un atome de 
chlore, de brome ou de fluor, 

- X repr^sente un atome dlialogene sous fonne anionique, notamment un 

30 atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 

} 

anionique. 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation susmentionnde 
du d6riv6 de fonnule Ga-1) d^finie ci-dessus, et correspondant au compost MPB- 
07 de formule suivante : 
35 compost 19 {MPB-07) 
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L'invention conceme plus particuli^rement egalement I'utilisation 
susmentionnde du derive de formule (Ia-1) d^finie ci-dessus, et correspondant au 
compost MPB-91 de formule suivante : 

compost MPB-91 



5 



10 




1 5 L'invention a Egalement pour objet I'utilisation susmentionnee de d6rives de 

formule gdnerale (lb) suivante : 



20 



25 




(ib) 



dans laquelle Rg, Ri, R2, R5, R?, Rg. RlO' X et Y sont tels que ddfmis 
ci-dessus, et notamment les composes de formule (Ib) dans laquelle : 

- Ra repr^sente un atome d'hydrogene, 

35 - R] et R2 representent un atome d'hydrogene, et il n'y a pas de double 

liaison entre les deux carbones portant Rj et R2, 

- R5 repr^sente un atome d'hydrogene, 

- R7, Rg, R9 et Rio representent un atome d'hydrogene, ou I'un de R7, Rg, 
R9 ou Rio represente un atome d'halogene, notamment un atome de chlore, de 

40 brome ou de fluor, 

- Y represente NH2, ou OH, 
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- X reprdsente un atome dlialogdne, notamment un atome de brome, ou de 
chlore, ou de fluor. 

L'invention a plus particulidrement pour objet Tutilisation susmentionn6e de 
d^riv^s de formule (Ib-1) suivante : 




Gb-l) 



dans laquelle Rg, R7, Rg* R9, RlO» sont tels que ddfinis ci-dessus, 
et plus particuli^rement les composes de formule (Ib-1) suivants : 
-compost G : R7 = C1, R8 = R9 = Rio = H, 
-compost H : R7 = R8 = R9 = Rio = H, 

- compost I : Rg = CI, R7 = R9 = Rjo = H, 
-compost J : Rg^Cl, R7 = R8 = Rio = H, 
-compost K : Rio = CI, R7 = R8 = R9 = H, 
-compose L : R9 = Br, R7 = Rg = Rio = H. 

L'invention a igalement pour objet les composes de formule (I) 
susmentionn^e dans laquelle R5 repr^sente un ester de formule COOR' dans 
laquelle R' repr^sente un groupe alkyle lineaire ou substitu6 de 1 ^ 10 atomes de 
carbone, notamment un groupe 6thyle. 

L'invention a plus particuliferement pour objet les compo^^s de formule (la) 
susmentionn^e dans laquelle : 

- Rj et R2 repr^sentent un atome d'hydrogdne, ou forment en association 
avec Ci et C2 un cycle aromatique k 6 atomes de carbone, 

- R5 reprdsente un ester de formule COOR' dans laquelle R' repr^sente un 
groupe alkyle lineaire ou substitu^ de 1 10 atomes de carbone, notamment un 
groupe ^thyle, 

- Y repr6sente un groupe -OH, -SH, -NH2, ou -NHCOCH3, 
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- R7, Rg, R9 et Rio representent un atome d'hydrogene, ou Tun au moins de 
R7, Rg, R9 ou Rio, repr^sente un atome d'halogdne, notaimnent un atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 

- X repr^sente un atome dlialog^ne sous forme anionique, notamment un 
5 atome de brome Br, ou de chlore CI', ou un groupe d'atomes sous forme 

anionique. 

L'invention a plus particulierement pour objet encore les composes de 
formule (la) susmentionnde dans laquelle R5 reprdsente im ester de formule 
COOR' dans laquelle R' reprdsente un groupe alkyle lindaire ou substitud de 1 i 10 
10 atomes de carbone, notanunent un groupe 6thyle, et Y repr6sente un groupe -OH. 

A ce titre, l'invention conceme plus particulierement les composes de 
formule (la) susmentionnde, et rdpondant aux formules suivantes : 
compost MPB 73 compost MPB 75 




35 




L'invention a 6galement pour objet les composes de formule (I) 
susmentionn^e dans laquelle Y repr6sente SH. 



L'invention a plus particuliferement pour objet les composes de fonnule (la) 
susmentionn^ dans laquelle : 
15 - Rj et R2 repr6sentent un atome dliydrog^ne, ou foment en association 

avec Ci et C2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- R5 represente - R5 repr6sente un atome d'hydrog^ne, ou un groupe alkyle 
lindaire ou substitud de 1 i 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, 

- Y repr6sente un groupe -SH, 

20 - R7, Rg, R9 et Rio repr&entent un atome d'hydrogfene, ou I'un au moins de 

R7, Rg, R9 ou Rio> repr6sente un atome d'halogdne, notamment im atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halog^ne sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore Cl~, ou un groupe d'atomes sous forme 

2S anionique. 

A ce litre, l'invention conceme plus particuli^rement les composes de 
formule (la) susmentionnee, et repondant aux formules suivantes : 



compose MPB 102 

30 



compost MPB 103 
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L'invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
comprenant, k titre de principe(s) actif(s), au moins un des composes de fonnule 
gdnerale (I) d6crite ci-dessus, et plus particulierement au moins im des composes 
de fonnule (la) susmentiomi6e dans laquelle R5 represente un ester de formule 
COOR' dans laquelle R* represente un groupe alkyle lin6aire ou substitu6 de 1 i 10 
atomes de carbone, notainment un groupe ethyle, et/ou Y represente SH, en 
association avec un v6hicule physiologiquement acceptable. 

A ce titre, l'invention a plus particulierement pour objet les compositions 
pharmaceutiques susmentionn6es comprenant au moins le compose MPB 73, 
MPB 75, MPB 86, MPB 77, MPB 87, MPB 88, MPB 102, ou MPB 103, en 
association avec un v6hicule physiologiquement acceptable. 

Des compositions pharmaceutiques pr6f6r6es utilistes dans le cadre de la 
presente invention sont celles comprenant le compost 19 (encore d^signe MPB- 
07), ou le compose MPB-91, le cas 6cheant en association avec un (ou plusieurs) 
autre(s) compos€(s) de l'invention decrit(s) ci-dessus. 

Avantageusement les compositions pharmaceutiques selon l'invention se 
presentent sous une forme administrable par voie orale, notamment sous forme de 
comprimes, ou de gdlules, ou sous une forme administrable par voie parent6rale, 
notamment sous forme de pr^arations injectables par voie intraveineuse, 
intramusculaire, ou sous-cutan6e, ou encore par voie a^riemie, notamment par 
voiepulmonaire sous forme d'a6rosols. 

Avantageusement encore, les compositions pharmaceutiques selon 
l'invention, sont caracteris6es en ce que les quantites de principe(s) actif(s) sont 
telles que la posologie jouraalidre en principe(s) actif(s) est d'environ 0,1 mg/kg k 
5 mg/kg, notamment d'environ 3 mg/kg, en une ou plusieurs prises. 

S'agissant de la synth^e des composes de fonnule (I) de l'invention, celle-ci 
est amplement d6taill6e dans la demande intemationale WO 98/05642, ainsi que 
dans I'article de Becq et al., 1999, et de D6rand et al., 2001 . 

L'invention sera davantage illustr6e h I'aide de la description d6taill6e qui 
suit de la synth^e de nouveaux composes de l'invention, et de T^tude des 
compost de Tinveation dans la cadre de la vasodilatation. 
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I) Preparation des composes MBP 73, MPB 75, MPB 86, MPB 77, MPB 
87, et MPB 88 

Dans un tricol muni d'une arriv^e d'azote et d'une ampoule k brome, une 



solution de 4.03 g (0.025 mole) de 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane dans 10 mL 
de THF (a -5°C). Le melange est agite a -5°C pendant 30 min. Une solution de 
3.30 g (0.02 mole) de 2-pyridylac6tate d'6thyle dans 25 mL de THF est ajout^e 
goutte a goutte sur 2 h. Puis une solution de 0.018 mole de chlorure de benzoyle 

10 difluor6 (MBP 73, MPB 75, MPB 86, MPB 77), ou dichlore (MPB 87, et MPB 
88) dans 10 mL de THF est ajoutee sur 1 h. Le melange est maintenu sous 
agitation k -5°C pendant 1 h et 2 h i temperature du laboratoire. Apres hydrolyse 
par 20 mL d'eau, le solvant est elimine sous pression reduite. 
Les composes cyclises lors de r^vaporationdu solvant de r6action, sent purifi6s 

15 par chromatographie colonne sur gel de silice, 61ution par rac6tate d'^yle. 

0.0003 mole des composes pr6c6demmentobtenus sont mis en solution dans un 
melange de chlorure de mtthylbne anhydre (S mL) et d'6tlier anhydre (50 mL), 
ralcool chlorhydrique est ajout6 jusqu'k fin de pr^ipitation. Le pr6cipit6est filtr6 
sur Btichner puis rincd k Tether anhydre. 



Chlorure de 5-carboxv6thvl-6-hvdroxy-10-fluorobenzorc1quinolizinium MPB 77 



Produit pulverulent crime 
Rendement : 50% 
25 Point de fusion : 134''C 

Analyse elemeitaire calcul6e pour CigHuNOjClF, 0.5 HjO : C, 58.10 ; H, 
4.26 : N. 4.23. Trouv6 C, 58.62 ; H. 3.88 ; N. 4.16. 

RMN (DMSOdg) S ppm, signal, n protons, attribution : 8.9, pic mal r6solu, 
IH, H, ; 8.2 k 6.9, multiplet, 6H, protons aromatiques ; 6.3, IH, singulet, OH ; 
30 4.3, quadruplet (J=7 Hz), 2H. CH^ . L3, triplet (J=7 Hz), 3H, CHj. 



5 



solution de BuLi 0.025 mole est ajout6e goutte k goutte a la seringue k une 



20 
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IR (KBr) V cm \ attribution : 3420 OH, 3171 3080 C=C:H, 2973 C-C-H. 1718 
C=0. 1628. 1560, 1520, 1506, 1458, 1312. 1284, 1267, 1193, 1175, 1026, 
824, 774. 

Chlonire de 5-carboxv6thvI-6-hvdroxv-9-fluorobeDzorc1quinolizmium MPB 86 

Produit pulverulent jaune 
Rendement : 63% 
Point de fusion : 154°C 

Analyse ^lemeitaire calcul6e pour CigHiaNOjClF : C, 59.73 ; H, 4.07 ; N, 
4.35. Trouv6 C, 59.58 ; H. 4.10 ; N, 4.28. 

RMN *H (DMSOd^ 8 ppm, signal, n protons, attribution : 9.2, doublet (J =8 
Hz), IH, Hi ; 8.7 i 7.1, multiplet, 6H, protons aromatiques ; 5.7, singulet 
6changeable. IH, OH ; 4.3, quadruplet (J=7 Hz), 2H, CH,; 1.3, triplet (J=7 
Hz), 3H, CH3. 

m (KBr) V cm*, attribution : 3454 OH, 3104 3047 3016 C=C£, 2960 C-Gfl, 
1727 C=0, 1609, 1535, 1471, 1435, 1323, 1308, 1259, 1215, 1108, 1017, 
831, 764. 

Chlorure de 5-carboxv6thvI-6-hvdroxv-8-fluorobenzorclQuinolizinium MPB 75 

Produit pulv^nlent jaune .* 

Rendement : 28% 
Point de fusion : 168°C 

Analyse elemeitaire calcul6e pour CfiHiaNGjClF : C, 59.73 ; H, 4.07 ; N, 
4.35. Trouv6 C, 59.54 ; H. 4.07 ; N, 4.24. 

RMN (DMS0d<i) 6 ppm, signal, n protons, attribution : 9.4, doublet (J=9 
Hz), IH, Hi ; 8.9 k 8.7, multiplet, IH, proton aromatique ; 8.2 k 7.0, multiplet, 
5H, protons aromatiques ; 6.0, singulet ^changeable, IH, OH ; 4.3, quadruplet 
(J=8 Hz). 2H, CH2 ; 1.3, triplet (J=8 Hz), 3H, CH3. 
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m (KBr) V cm', attribution : 3500 OH. 3157 3049 C=CJi, 2960 C-Cfl. 
1670, 1626, 1590, 1532, 1503, 1457, 1323, 1259, 1209, 1006, 885, 792. 

Chlonire de 5-carboxv6thvl-6-hvdroxv-7-fluorobenzorclQuinolizinium MPB 73 

Produit pulvenleiit creme 

Rendement : 27% 
Point de fusion : 173 

Analyse elemeitaire calcul6e pour CigHuNOjClF, 0.5 HjO : C, 58.10 ; H, 
4.26 ; N, 4.23. Trouv6 C. 57.99 ; H, 4.12 ; N, 4.97. 

RMN (DMSOd<^ 8 ppm, signal, n protons, attribution : 9.0, doublet (J=8 

Hz), IH, Hi; 8.4 ^ 6.8, multiplet, 7H, protons aromatiques + OH; 4.2, 

quadruplet (J=7 Hz), 2H, CHj; 1.3, triplet (J=7 Hz), 3H, CH3. 

m (KBr) V cm ', attribution : 3420 OH. 3160 3101 3046 C=Ofl. 2984 C-CzH, 

1720 C=0. 1646, 1617, 1601, 1501, 1446. 1409, 1347, 1323, 1274, 1227, 

1134,1011,814,779. 

5-n-Butvl-10-chloro-6-hvdroxvbenzorc1auinoiizinium chloride (MPB-91) 
Le 2-pentylpyridine a 6t6obtenu dans un premier temps par condensation du 2- 
picolyllithium avec le l-bromobutane k -AO^C, et purifi6 par chromatographic 
sur colonne de gel de silice h I'aide de dichloromethane en tant qu'61uent. Puis, 
le 2-pentylpyridine 4.48 g (0.03 mol) en solution dans dujTHF (30 mL) a 6t6 
trait6i 0°Cavec du diisopropylamide de lithium (0.033 mol), refroidi k -40°C, 
et le 2,3-dichlorobenzoate de m6thyle3.08 g (0.015 mol) dans du THF (15 mL) 
a 6t6ajout6. Le m61ange a 6t6agit6 Ihk -40°C et hydrolys6 k 20°C avec 10 mL 
d'eau. La phase organique a 6t6s6ch6esur Na2S04, concentr6sous vide et purifi6e 
par chromatographic sur colonne avec de r6therde p6troleet de 1' acetate d'6thyle 
en tant qu'6luent. Le produit pur a €t6 chauff6 a 200°C pendant 1 h. Le r6sidu a 6t6 
chromatographi6 sur florisil avec du dichloromethane afin d'obtenir la c6tone 
cyclique. Cette demifere a 6t6solubilis6e dans I'Sther anhydre et une solution de 
HCl/6thanol a 6t6additionn6e goutte a goutte. Produit pulverulent crdme ; point 
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de fusion = 160°C, rendement: 15 %. Anal. C^HnNiOiClj: C, 63.37; H, 5.32; 
N, 4.35; Trouve: C, 63.36; H, 5.27; N, 4.32. IR (KBr): 3439, 3121., 2951, 
2923, 2895, 2863, 2496, 2344, 1629, 1589, 1502, 1488, 1457. 1400. 'H NMR 
(MCjSO-i/g): a 9.25 (5. J = 7 Hz, 1 H, HI), 8.5 (d. J = 7 Hz, 1 H). 8.1-6.9 
(m, 5H + OH), 2.9 (t, J = 4 Hz, 2H, CHj). 1.5-1.3 (m, 4H, 2 CHj), 0.9 (t, 3 
H. CH3). Spectre de masse (ESI): 286 (M-HCl). 

n) Effets pharmacologiques des composes de rinveiitioii 

Les effets pharmacologiques des composes de la famille des 
benzo[c]quinolizimum, activateurs de CFTR: le chlorure de 6-hydroxy-lO- 
chlorobenzo[c]quinoliziniiun (nom de reference : MPB-07) et de 5-butyl-6- 
hydroxy-10-chlorobenzo[c]quinolizinium (nom de r6f6rence : MPB-91), ont 6t6 
6tudi6s sur des anneaux d'aorte isol6e de rat et d'art&res mammaires humaines. 

Les r^sultats montrent les faits suivants 

(1) MPB-91 (EC50 = 21 mM) et MPB-07 (EC50 = 134 pM) ont un eflfet 
vasorelaxant dose-dependant, reversible et lent, sur les deux preparations. 

(2) Ces composes activent un transport anionique dans les cellules 
musculaires lisses. Le profil d'activation de ce transport (MPB-91, MPB-07) est 
similaire k celui rencontre dans les cellules 6pith61iales exprimant la prot6ine 
CFTR. 

? 

Effets vaso-dilatateur des composfa de la famille benzorclquinolizinium. 
MATERIEL ET METHODES 

A. Materiel biologique 

Prelevement et dissection de Vaorte de Rat 

Les experimentations sont r6alis6es sur I'aorte thoracique de rats m§les de 
souche Wistar de 200 a 250 g Ig6s de 7 4 8 semaines. Le rat est assomme puis 
place en decubitus dorsal. Apres thoracotomie, le segment d'aorte compris entre le 
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diaphragme et la crosse aortique est excise. Le morceau d'aorte est immediatement 
place dans une solution physiologique tamponnee de type Krebs modifi6. L'aorte 
est sectionnee en anneaux de 5 mm. 

Abrasion de I'endothelium 

Pour certaines preparations, Tendothelium est enlev6 m6caniquement k I'aide 
dhine aiguille entour6e de fil que Ton fait toumer dans I'anneau d'aorte. Ce proc6d6 
ne l^se pas les cellules musculaires lisses. 

B. Technique des oreanes isoles 

Montaee dans la cuve a oreanes isoles 

Les anneaux d'aorte, apr^s dissection, sont suspendus entre deux crochets 
dont I'un est fixe et I'autre mobile. Ce montage est plac6 dans une cuve en 
Plexiglas (Emka Technologies), thennostat6e k 37°C, contenant 5 ml de solution 
physiologique oxygen6e par un melange gazeux (95% O2 - 5% CO2). L'enceinte 
thennostatee est aliment6e par im bain-marie. Le crochet mobile est suspendu k un 
ci^teur reli6 k I'interface (transducteur m6cano61ectrique). Cette interface est 
relite d'une part k un amplificateur (amplification du signal) et d' autre part a un 
ordinateur (visualisation et analj^e du signal). Le programme lOX 1.565 permet le 
traitement et la visualisation des signaux sur I'ecran d'ordinateur. Les programmes 
Data Analyst et Prism 3.0 permettent I'analyse des resultats. 

<' 

Principe de fonctionnement 

La force isom6trique d6velopp6e par les preparations art6rielles est 
transformee en une difference de potentiel qui est amplifite puis transcrite en un 
signal visualise sur un 6cran d'ordinateur. 

Methodoloeie 

Apres le montage des anneaux d'aorte dans le dispositif experimental, ceux- 
ci sont etires a une tension basale de 2.5 g. Cette tension correspond au point 
optimum de leur relation tension/longueur. L'attente de r6tat stable dans le milieu 
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physiologique de r6f6rence se r6alise sur une periode d'environ 1 heure avec un 
lavage toutes les 20 minutes. A la suite de cette periode d'equilibration, les 
difFeraites experiences sont r6alisees. 

■ 5 Test de la fonction endotheliale 

Afin de s'affranchir des mecanismes de relaxation/contraction dus k 
rendothelium, certaines preparations sont debarrassees de celui-ci par destruction 
m6canique. Pour s'assurer de la destruction effective de rendothelium, un test 
cholinergique (ACh 10"* M) est r6alise au terme de la premiere periode 

10 d'6quilibration, sur des preparations pr6contractur6es par une solution 
hyperpotassique (80 mM de KCl). Ce test est consider^ valide si rajout d'ACh ne 
provoque pas de relaxation et que la preparation reste a I'etat contractee. 

Suite k ce test, les preparations subissent plusieurs lavages successife afin de 
retrouver un etat stable. Une fois I'dtat stable atteint, les differentes experiences 

IS peuvent dtre realisees. Les contractures dues aux solutions hyperpotassiques sont 
obtenues par remplacement total de la solution physiologique de reference par la 
solution hyperpotassique. L'administration des substances pharmacologiques se 
fait de fa9on cumulative et directement dans les cuves k organes isoies en prenant 
garde que le volume additionnel ne soit pas trop eieve. L'sqiplication de chaque 

20 nouvelle concentration ne se fait qu'apres stabilisation. Afin de rendre compte de 
retat de reactivite de la preparation en fin de manipulation, un test 
hyperpotassique ou noradrenergique est efifectue. Si la preparation reagit dans le 
sens d'une contracture, le test est valide. 

25 C Les diffirentes solutions physioloeiaues et les substances 

pharmacologiques utUisies 

Solutions physiolosiaues 

La composition de la solution physiologique de reference est une solution 
30 de type Krebs modifie : NaCl : 120mM ; KCl : 4,7mM ; CaCh : 2,5mM ; MgCh 
: l,2mM ; NaH2P04 : l,2mM ; NaHCOs : 15mM ; Hepes : lOmM ; Glucose : 
llmM ; pH = 7,4. Des solutions hyperpotassiques contenant difF6rentes 
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concentrations de KCl ont 6t6 pr6par6es selon le m@me principe. Ces solutions 
sont utilis6es pour provoquer une contracture de I'anneau d'aorte par 
d^olarisation des cellules musculaires lisses. La solution hyperpotassique 
majoritairement utilis6e dans les exp^ences contient 80 mM de KCl. 

Substances Dharmacolosiaues 

• MPB-07 (chlorure de 6-hydroxy-10-chlorobenzo[c]quinolizinium) 

- MPB-91 (chlorure de 5-butyl-6-hydroxy-10-chlorobenzo[c]quinolizinium) 

- Art6renol (norepinephrine, SIGMA, USA) 

- ACh (acetylcholine, SIGMA, USA) 

- L-NAME (N^nitro-L-arginine methyl ester, SIGMA, USA) 

- MPB-70 (10-chlorobenzo[c]quinolizine-6-one) 

- Verapamil (SIGMA, USA) 

D. Les efflux d'iodure 

La technique des efflux d'iodure, mise au point par Venglarick et al. (1990), 
permet la mesure des mouvements d'ions et est decrite en detail dans D6rand et al. 
(2001). 

MethodoloBte 

Les anneaux d'aorte de taille 6quivalente, sont incub6s dans 1 ml de solution 
de charge composee de solution physiologique de type Krebs modifie ou 
hyperpotassique (80 mM KCl) suppl6ment6e de 1,5 ^l/ml de Na et 0,1 jil/ml 
de KI. Apr^ 1 h 30 d'incubation k 3T*C, 4 rin9ages successifs de deux minutes 
sont reaUs6s dans 1 ml de solution physiologique appropri6e (solution Krebs 
normale ou hyperpotassique). Une cinetique d'efflux d'iodure des anneaux d'aorte 
est realisee pendant 12 min. Apres chaque minute, le contenu de chaque puits est 
pr61ev6 et plac6 dans des tubes k hdmolyse, et la radioactivity est compt6e par un 
compteur gamma (Packard, Cobra II). A la 12' minute, les anneaux d'aorte sont 
solubilis6s dans du Dodecyl Sulfate de Sodium (SDS 0,1%) + NaOH (O.IM). 
Cette et£^e permet la recuperation de la radioactivitd r&iduelle par destruction 
cellulaire. 
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Presentation des resultats 

La radioactivite totale des cellules est calculee par I'addition des coups par 
minute (cpm) de chaque fraction collect6e et des cpm de la fraction solubilis6e 
(radioactivity r6siduelle). Les courbes sont trac6es en exprimant les efflux en 
pourcentage du contenu cellulaire accumul6 dans le milieu en fonction du temps. 
Par exemple, la valeur attribute au temps tn, correspond i : 100 x ( Z cpm obtenus 
de to i tn )/radioactivit6 totale. La vitesse instantante de sortie est pr6sentee selon 
la formule Ln('^^ti/'"lt2)/(ti-t2), ou ti et ii sont deux temps successife et '^^Iti et 
'^^It2 sont les efflux mesur6s aux temps ti et t2. Pour evaluer Teffet d'une 
substance, on determine le rapport d' activation r = vitesse de sortie apr^s 
stimulation / vitesse de sortie avant stimulation. Les rdsultats (moyemie ± SEM) 
sont compar6s k I'aide du test statistique de Student pour une valeur appariee. 

RESULTATS 

A. ORGANESISOLES 

1 / Experiences t^moins 

■ Contracture hyperpotassique et contracture par rart6r6noI (figure 

lAB) 

Apres un 6tat de stabilite des anneaux d'aorte en solution normale de type 
Krebs, la totalite de la solution est remplac^e par une solution hyperpotassique 
contenant 80 mM de KCl. Cette solution a pour effet de contracter les anneaux 
d'aorte par depolarisation des cellules musculaires lisses. La figure 1 A montre que 
la contracture obtenue en milieu hyperpotassique est stable dans le temps. EUe est 
prise comme contr61e (100% de la contracture) dans les difKrentes exp6riences 
realisees. La contracture par rart6r6nol (10"^ M) se fait par ajout directement dans 
la cuve contenant la solution normale de type Krebs. Le mecanisme qui conduit k 
la contracture de I'aorte est difKrent. L'art6r6nol se fixe sur un recepteur 
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adrenergjque de type alpha 1 integre a la membrane des cellules musculaires 
Usses. C'est la voie classique via le DAG et 1' IP3 qui pennet la contracture. 

" Validation de la technique de d6sendoth61isation 

■ 5 Afin de verifier la presence ou non de I'endoth^lium, le test cholinergique 

est utilise. Apres contracture de I'aimeau d'aorte en milieu hyperpotassique (80 
mM de KCl), de I'ACh (10"^ M) est ajout6 dans la cuve. Les resultats montrent 
que les anneaux d'aorte sans endothelium restent contracts alors que les anneaux 
d'aorte avec endothelium se relaxent (environ 40% de relaxation). Dans cette 
10 6tude ce test a 6X6 valid^. 

" Effets de diffdrents solvants, solutions et substances 

Avant de commencer les experimentations, diffSrents tests t^moins de 

diverses substances ont 6te pratiqufe afin d'anticiper leurs effets 6ventuels sur les 
15 preparations. L'ajout d'eau et de DMSO (dim6thylsulfoxyde), solvants principaux 

de la majorit6 des substances injectees aux preparations, n'ont aucun effet sur les 

anneaux d'aorte, que ceux-ci soient en solution Krebs normale ou en solution 

hyperpotassique. 

20 " ControlednpH 

Les solutions Krebs normale ou hyperpotassique ont un pH de 7,4. Sur une 
exp6rience de 7 heures, ce pH ne presente aucune derive, dans les deux 
conditions. Apres ajout de MPB-07 ou autres substances pharmacologiques 
utilis6es, le pH ne pr6sente aucune d6rive dans le temps. 

25 

■ Derive de la contracture des anneaux d'aorte dans le temps 

Les anneaux d'aorte pr6contractures soit par une solution hyperpotassique 

soit par de I'arter^nol, presentent une contracture stable dans le temps, une heure 

environ apres I'etat stable de contracture acquis. 



30 
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2/ Effet du MPB-07 sur des anneaux d'aorte pr6coiitractur6s en 
solution hyperpotassique 

■ Anneaux d'aorte avec endothelium (figure 2 A : figure 2A) 

Le MPB-07 provoque une relaxation dose-d6pendante des anneaux d'aorte 
avec endothelium comme le montre la figure 2A. Les resultats presentes figure 3A 
sont en pourcentage de la contracture maximale obtenue en solution 
hyperpotassique. La figure 3A montre que sur des anneaux d'aorte avec 
endothelium, le MPB-07 prdsente une EC50 = 132,4 ± 0,02 ^M (n =14). La 
relaxation est effective ^ partir de 80 jiM ( 24 ± 1,6 % de relaxation, n =14 ) et 
atteint 96 ± 1,75% (n =14 ) pour 500 tiM. 

■ Anneaux d'aorte sans endothSIiuiii (j^gMre 

Le MPB-07 provoque une relaxation dose-dependante des anneaux d'aorte 
sans endothelium. Cette molecule a done une action endothelium ind6pendante. 
Les r6sultats sont pr6sentds en pourcentage de la contracture maximale obtenue ai 
solution hyperpotassique. Sur les anneaux d'aorte sans endothelium, la figure 3B 
montre que le MPB-07 pr^sente un EC50 = 92,90 ± 0,02 ^iM ( n =7 ). La relaxation 
est probante k partir de 80 jtM ( 37 ± 5,6% de relaxation, n =7 ) et atteint 99 ± 1 
% ( n =7 ) i 250 ^iM. En comparaison avec le r^sultat pr6c6dent, le MPB-07 
semble plus efficace sur les anneaux d'aorte sans endothelium que sur les anneaux 
d'aorte avec endothelium, les deux EC50 sont significativement differents (test de 
Student, p<0,01). L'absence de l'endoth61ium joue done un role sur I'effet 
relaxant provoqud par le MPB-07. 

■ Anneaux d'aorte avec endothelium + L-NAME (figure 2B ; figure 2C) 
La L-NAME a ete utilisee afin d'inhiber les mecanismes de regulation par 

I'endotheiium sur les cellules musculaires Usses et dans le but de mimer une 
absence de I'endotheiium. Cette molecule est un inhibiteur de la NO (nitric oxyde) 
synthase presente dans les cellules endotheUales. La L-NAME (lO^^M) est ajoutee 
dans la solution hyperpotassique 30 minutes avant la gamme de MPB-07. Le 
MPB-07 provoque une relaxation dose-dependante des amieaux d'aorte avec 
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endothelium traites par la L-NAME comme le montre la figure 2B. Les resultats 
(figure 3C) sont present^s en pourcentage de la contracture maximale obtenue en 
solution hyperpotassique apr^s I'ajout de la L-NAME. Le MPB-07 prfeente un 
EC50 = 51,80 ± 0,008 nM ( n =8 ). La relaxation se prononce k partir de 40 ^M ( 
33 ± 6,15% de relaxation, n =8 ) et atteint 98 ± 1,3% pour 160 )xM. En 
comparaison avec les r6sultats pr6cMents, la pr&ence de L-NAME potentialise 
I'effet vasorelaxant du MPB-07. 



■ Anneaux d'aorte sans endothelium en presence de L-NAME (figure 

3D) 

L'effet du MPB-07 a 6t6 test6 siu- des anneaux d'aorte sans endothelium et en 
pr6sence de L-NAME pour bloquer la voie de regulation par le NO. Dans cette 
situation, le MPB-07 provoque une relaxation dose-d6pendante des anneaux 
d'aorte avec un EC50 = 55,1 ± 0,2 |j.M (n =7). D est k noter que les courbes « avec 
endothelium + L-NAME » et «sans endothelium + L-NAME » sont 
comparables. Les figures 5A et 5B presentent les differences statistiques entre la 
courbe «avec endothelium » et les courbes «sans endothelium » et «avec 
endothelium + L-NAME ». 



3/ R6versibilite de I'effet MPB-07 figure 4A) 
Nous venons de montrer que le MPB-07 induisait une vasorelaxation des 
anneaux d'aorte precontractures en solution hyperpotassique. Cet effet est 
reversible comme le montre la figure 4A. Dans cette experience Tajout de MPB- 
07 en dose unique (135}jiM) provoque une relaxation des anneaux d'aorte avec 
endotheiivun precontractures en milieu hyperpotassique. ^res un etat stable de 
relaxation, les anneaux sont laves en milieu physiologjque normal afin de revenir 
k retat basal de contracture, puis contracte de nouveau en milieu hyperpotassique. 
Les resultats (n = 4) montrent, une reactivite positive des anneaux d'aorte, apr^s 
une dose luoique de MPB-07, ceux-ci retrouvant leur contracture hyperpotassique 
initiale. Ces resultats montrent la reversibilite de I'efTet relaxant du MPB-07. 
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4/ E£fet du MPB-07 sur des anneaux d'aorte precontractur^s par 
de Tarterenol 

La figure 4B montre que I'ajout de MPB-07 (10 nM) provoque una 
relaxation des anneaux d'aorte avec endothelium pr6contractur6s par de rarterehol 
(lO'^M) . Les r6sultats montrent 90 ± 9% de relaxation au bout de 2h30. Des 
oscillations rapides de contracture sont observables. Ces variations transitoires 
pr6sentent une amplitude qui augmente en fonction du temps. L'ajout de verapamil 
(inhibiteur canaux Ca l, 200 \iM) stoppe ces variations. 

5/ Comparaison de Teffet du MPB-07 avec I'effet du MPB-91 et 

MFB-70 (figure 5C et 6) 

Le MPB-07 et MPB-91 sont des activateurs de CFTR. II nous est para 
int^ressant de comparer leur effets avec le MPB-70 un analogue inactif sur CFTR 
des cellules 6pith61iales, et dont la formule est la suivante 




MPB-70 



De 10 fiM 80 fiM I'effet des 2 molecules est semblable, les resultats ne 
pr^sentent pas de difference statistiquement significative. A 160 ]xM, le MPB-70 
relaxe les anneaux d'aorte (n = 7) de 27 % contre 64 % par le! MPB-07 (n = 14) : 
cette difference est significative (*** ; p<0,001). A 250 ^M, le MPB-70 provoque 
42 % de relaxation des anneaux d'aorte alors que le MPB-07 k cette m8me 
concentration provoque 88 % de relaxation (difKrence statistiquement 
significative, p<0,001). A 500 ^M, le MPB-07 relaxe a 100% les anneaux d'aorte 
alors que le pourcentage de relaxation par le MPB-70 ne varie peu (46 %) et reste 
le mgme pour des concentrations superieures. La comparaison des courbes 
doses/r6ponses pr6sent6e figure 6 montre que le MPB-91 (ECso = 21 ^iM) est plus 
efficace que le MPB-07 (EC50 = 133 \M). 
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6/ Conclusion 

Cette 6tude montre que : 

> Le MPB-07 et le MPB-91 ont un effet vasorelaxant dose- 
d^endant, r6versible et lent, sur les anneaux d'aorte pr6contractur6s. 

> L'inhibition de la voie de la NO-synthase par la L-NAME 
renforce cet effet pharmacologique. 

> L'ordre d'efficacite des composes est MPB-91>MPB- 
07»MPB-70 sur ces preparations suit celui observe sur le CFTR 6pith61ial 
humain. 

> 

B. LES EFFLUX D'lODURE 

La technique des efflux d'iodure a et6 utilisee pour caract6riser les transports 
anioniques et leur mode de stimulation par le MPB-07. Cette technique permet de 
tracer un transport ionique dans une cellule charg6e au prealable avec le 
radiotraceur correspondant. Nous avons adapts cette technique utilis6e en routine 
au laboratoire pour I'etude sur des anneaux d'aorte. 

Nous avons d'abord 6tudi6 les cinetiques de sortie de '^^I des cellules 
musculaires lisses des anneaux d'aorte (depourvus d'endoth^lium) a I'etat basal, 
c'est-i-diie en absence de stimulation. Ces exp6riences ont 6t6 r6alis6es dans deux 
conditions ; en milieu physiologique normal et en milieu hypetpotassique. Cette 
6tude permet de comparer les r6sultats obtenus aprds stimulation des anneaux 
d'aorte. Les resultats montrent que la sortie d'iodure s'effectue reguli^rement en 
fonction du temps. L' efflux basal correspond a la diffiision passive de la charge 
radioactive en dehors des cellules. Ces experiences montrent que I'absence de 
Vitesse de sortie correspond k I'absence de stimulation d'un transport anionique. 

1/ Effet du MPB-07 sur les efQux d'iodure, sur des anneaux 
d'aorte sans endothelium en milieu hyperpotassique (80 mM KCl) (figure 7 A 
etSA) 

Dans une meme situation exp6rimentale que celle utilisfe en organes 
isolds I'ajout de MPB-07 provoque une augmentation de Tefflux d'iodure comme 
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le montre la figure 7A. La vitesse de sortie augmente de 0,053 ± 0,005 a I'etat 
basal a 0,076 ± 0,008 (augmentation de 0,023) une minute apres I'addition de 
MPB-07, puis 0,099 ± 0,013 (soit une augmentation de 0,046) 2 minutes aprfes 
I'addition de la molecule (r^sultats de n = 8 experiences). Ces resultats montrent 
que le MPB-07 active un transport anionique dans ces conditions. La figure 8A 
montre les differences statistiques entre la vitesse de sortie avant et apres 
stimulation par le MPB-07. 

2/ Effet du MPB-07 sur les efflux d'iodure, sur des anneaux 
d'aorte avec endothelium trait^s k la L-NAME, en milieu hyperpotassique 

(figure 7B et 8B) 

L'ajout de MPB-07 provoque une augmentation de I'efflux (figure 7B). 
En pr6sence de 

L-NAME (10~*M) cette augmentation est plus elevee que dans I'exp^rience 
precedente. En effet, la vitesse de sortie passe de 0,059 a I'dtat basal k 0,103 ± 
0,017 (augmentation de 0,044) une minute apr^s I'addition de MPB-07, puis k 
0,110 ± 0,015 (augmentation de 0,051) 2 minutes aprfes l'ajout de MPB-07, pour 
atteindre 0,119 ± 0,011 (augmentation de 0,060) 3 minutes apres I'addition de la 
molecule (resultats de n = 4 exp6riences). L' augmentation de vitesse de sortie est 
statistiquement significative par rapport k la valeur basale (figure SB). Ces 
resultats montrent que le transport anionique active par le MPB-07 (250 \iM) est 
potentialis6 par la presence de L-NAME. L' inhibition de la NO synthase 
potentiaUse I'activation d'un transport anionique par le MPB-07. Ce rdsultat 
conforte les resultats obtenus en organes isoles. 

3/ Effet du MPB-70 sur les efflux d'iodure, sur des anneaux 
d'aorte sans endothelium, en milieu hyperpotassique (figure 7C et 8C ) 

Le MPB-70 est une molecule de la meme famille que le MPB-07, mais 
inactive sur le canal CFTR. Comme en organes Isolds, le MPB-70 a 6t6 teste en 
efflux de radiotraceurs. Sur les anneaux d'aorte, I'addition de MPB-70 ne 
provoque pas d'augmentation de la vitesse de sortie. La vitesse de sortie passe de 
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0,056 ± 0,002 a 0,053 ± 0,003 une minute apres Taddition de MPB-70. Cette 
Vitesse n'atteint que 0,055 ± 0,005, 2 minutes apr^s I'ajout de la molecule. 

4/ Effet du MPB-07 sur les efflux d'iodure, sur des anneaiix 
d'aorte sans endothelium en milieu physiologique normal (figure 7D et 8D) 

La stimulation par le MPB-07 entraine une faible activation de I'efflux 
d'iodure. Ceci se traduit par une augmentation de la vitesse de sortie qui passe de 
0,044 ± 0,009 a 0,076 ± 0,016 sur n = 3 experiences. Statistiquement cette 
augmentation est non significative (ns) comme le montre la figure 8D. 

5/ Conclusion 

Le MPB-07 active un transport anionique dans les cellules musculaires 
lisses, potentialis6 par la L-NAME. Le profil d'activation de ce tran^ort (MPB- 
07»>MPB-70) est similaire i celui rencontr6 dans les cellules 6pith61iales 
exprimant le CFTR humain. Des effets similaires ont 6te observe avec le compos6 
MPB-91. 



C. Demonstration de i'expression de la proteine CFTR dans la cellule 
musculaire lisse de Taorte de rat et de souris. 

CFTR est detectee au niveau de son ARN messager et au niveau proteique 
dans les muscles lisses. Comme temoin negatif les inventeurs ont utilise le muscle 
squelettique de rat au niveau duquel ni le messager ni la proteine ne sont presents. 
CFTR est detectable dans le muscle lisse par immunopr6cipitation et 
phosphorylation in vitro par la proteine kinase A. La pharmacologie de CFTR a 
ete etudiee par efflux d'iodure dans la cellule musculaire fiaichement dissociee k 
partir d'aorte de rat. D est demontre par les inventeurs que des agonistes de la voie 
de I'AMPc comme la forskoline, I'lBMX, le cpt-AMPc et le neuropeptide VIP 
activent un efflux iodure dont la signature pharmacologique est celle du CFTR. 
Son profil d'inhibition est similaire k celui du CFTR epithelial (sensibilite au 
glibenclamide et au DPC mais pas au Calixarene). Dans des experiences sur tissus 
de rat et de souris Cftr^'"^, 1' activation physiologique de CFTR par le VIP et 
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pharmacologique par les composes MPB-07 et MPB-91 conduit k une relaxation 
de I'aorte pr^contract^e. Chez des souris invalidees pour le gdne CFTR (= souris 
Cftr '", souris B6 ; en provenance du centre d'^levage CNRS 

CDTA d'Orleans), cet effet est tres largement r^duit. De plus, une contraction phis 
5 importante est observte chez les animaux KO en r6ponse aux agents constricteurs. 
La figure 9 presente ces resultats. 

Ces resultats demontrent (I) que CFTR est exprime et fonctionnel dans le 
muscle lisse, (2) que son profil pharmacologique tant pour 1' activation que pour 
rinhibition est tr6s similau-e k celui du CFTR 6pith61ial, (3) que son absence dans 

10 la souris KO conduit a des troubles de tension vasculaire trbs proches de ceux 
rencontres dans Thypertension, (4) que les benzo[c]quinoliziniums represente une 
nouvelle famille de composes anti-hypertenseurs, ouvrant ainsi une nouvelle voie 
de recherche pharmacologique et de traitement potentiel des maladies li6es i 
I'hypertension. Ces resultats demontirent en outre qu'une molecule qui se 

15 r^vfelerait 8tre actiyatrice de CFTR, peut agir comme im vasorelaxant et un 
broncho-dilatateur potentiel. 

Ligende des figures 

20 Figure 1 : A. Trac6 repr&sentatif d'une contraction d'anneaux d'aorte par 

une solution hyperpotassique 

B. Trac6 rq)resentatif d'une contraction d'anneaux d'aorte par 
derarter6nol(10-^M) 

25 Figure 2 : Traces repr^sentatifs d'une gamme de MPB-07 : A. sur des 

anneaux d'aorte avec endothelium precontract's en solution hyperpotassique ; B. 
sur des anneaux d'aorte avec endothelium precontractes en solution 
hyperpotassique, en presence de L-NAME (10''*M) en preincubation 30 min avant 
I'ajout de MPB-07. 

30 



Figure 3 : Courbes representant le pourcentage de contraction des anneaux 
d'aorte en fonction du logarithme decimal de la concentration en MPB-07 (en M). 
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La gamme de MPB-07 (10, 20, 40, 80, 160, 250, 500 et 1000 \iM) est realis6e sur 
des anneaux d'aorte pr6contract6s en solution hyperpotassique (80 mM de KCl) : 

A. avec endothelium, moyenne ± SEM de n = 14 experiences r6alis6es sur 4 rats ; 

B. sans endothelium, moyenne ± SEM de n = 7 experiences realis6es sur 2 rats ; 
5 C. avec endoth61itmi, en presence de L-NAME (10"^ M) en preincubation 30 min 

avant Tajout de MPB-07, moyenne ± SEM de n = 8 experiences realisees sur 2 
rats ; D. sans endothelium, en presence de L-NAME (10"^ M) ea preincubation 30 
min avant Tajout de MPB-07, moyenne ± SEM de n = 7 experiences realisees sur 
2 rats. Le pourcentage de contraction est calcuie par rapport a la valeur de tension 
10 maximale obtenue en solution hyperpotassique. Les resultats sont normalises par 
rapport k cette valeur. 

Figure 4 : A. Trace representatif de la reversibiUte de I'effet du MPB-07 
(135 ^M) sur des anneaux d'aorte avec endothelium B. Trace representatif de 
15 Tefifet du MPB-07 (a 10 |iM) sur des anneaux d'aorte avec endothelium 
precontractes par de I'arterenol (10"^ M). 

Figure 5 : Comparaison statistique des doses / reponses du MPB-07 entre 
des anneaux d'aorte : A. avec endothelium et sans endothelium B. avec 
20 endothelium et avec endothelium en presence de L-NAME (10"^ M) ; C. 
Comparaison des doses / reponses du MPB-07 et du MPB-70 sur des anneaux 
d'aorte avec endothelium. Les resultats sont presentes en pourcentage de 
contraction en fonction du logarithme decimal de la concentration en MPB-07. 
Les valeurs de contraction pour chaque concentration sont comparees 
25 statistiquement, par le test de Student. 

ns : difference non significative entre les 2 valeurs comparees 
* : difference significative entre les 2 valeurs comparees, p<0,05 
** : difference significative entre les 2 valeurs comparees, p<0,Ol 



30 Figure 6 : Comparaison des couibes doses / reponses du MPB-07 et MPB- 

91: Les resultats sont presentes en pourcentage de contraction en fonction du 
logarithme decimal de la concentration en MPB-07. 
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Figure 7 : Resultats repr^sentatifs des efflux d'iodure sur des anneaux 
d'aorte sans endothelium : A. en presence de MPB-07 (250 jiM) en milieu 
hyperpotassique ; B. en pr6sence de MPB-07 (250 ^M) en milieu hypeipotassiqiie 
et L-NAME (10"^ en preincubation 30 min avant I'ajout de MPB-07 ; C. en 
presence de MPB-70 (250 fiM) en milieu hyperpotassique ; D. en presence de 
MPB-07 (250 nM) en milieu physiologique normal. 

Le MPB-07 ou MPB-70 est ajout6 au bout de 4 min. La valeur au temps 4 
min est prise comme valeur contrSle. La vitesse de sortie est representee en 
fonction du temps. 

Figure 8 : Representation du rapport de la valeur de vitesse de sortie 
obtenue apres difiKients temps de stimulation et de la valeur de vitesse de sortie 
avant stimulation. 

A. stimulation par MPB-07 en milieu hyperpotassique, moyenne ± SEM de 
n = 8 experiences; B. stimulation par MPB-07 en milieu hyperpotassique, en 
presence de L-NAME (10"* M) 30 min avant I'ajout, moyenne ± SEM de n = 4 
experiences ; C. stimulation par MPB-70, en milieu hyperpotassique, moyenne ± 
SEM de n = 4 experiences ; D. stimulation par MPB-07 en mileu physiologique 
normal, moyenne ± SEM de n = 3 experiences. Les resultats sont compares 
statistiquement (t test Student) par rapport a la valeur basale. 

ns : difference non significative par rapport a la valeur basale 
* : difference significative par rapport a la valeur basale, p<0,05 
** : difference significative par rapport a la valeur basale, p<0,01 

Figure 9 : Mise en evidence de I'existence d'un tonus vasculaire anormal et 
d'une vasorelaxation alteree chez la souris invalidee pour le gene CFTR (souris 
Cftr-^-> 

a, traces montrant la vasorelaxation induite par le neuropeptide VIP 
(Vasoactive Intestinal Polypeptide) d'aortes sans endothelium de souris Cflr*'^ 
(gauche) et Cflr''" (droite). Les anneaux d'aortes sont contract6s reversiblement par 
une solution hyperpotassique (solution 80 mM K"^ puis I'effet de 300 nM VIP est 
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mesure. L'absence de rendoth61iuin est v6rifie par I'addition d'acetylcholine 
(ACh,10-^M). 

b, Histogrammes des tensions moyennes mesur6es en reponse i une solution 
de 80 mM pour des souris Cftr*"" and Cftr^" avec (gauche) et sans (droit) 
endothelium. 

C, Histogrammes des moyennes de % de vasorelaxation uiduit par 300 nM 
VIP apres constriction des ameaux d'aortes par 80 mM K^pour des souris Cftr*'* 
etCftr-'-. 

d, Courbes concentration-i6ponse pour le compos6 MPB-07 montrant une 
vasorelaxation d'anneaux d'aortes contractes par 80 mM K*chez des souris Cftr*'* 
(IC50 + 37 ±_1.17 nM, n=6). Get effet est absent chez des souris Cftr"'" (n=6). 
Moyenne ± SEM * P < 0.05, *♦ P < 0.01, *** P < 0.001. 
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REVENDICATIONS 
1. Utilisation de ddriv6s de fonnule g6n6rale (I) suivante : 



. 5 



10 




(D 



dans laquelle : 

- rh6t6rocycle A est aromatique ou non, 6tant entendu que dans ce dernier 
IS cas I'atome d'azote de cet hdtdrocycle est li^ par une double liaison au carbone en 

position 4a, 

- Ri, R2, R3, R4, R5, R7, Rg, R9 et Rio, reprdsentent, inddpendamment les 
uns des autres : 

. un atome dliydrog^ne, ou 
20 . irn atome d'halogdne, notamment un atome de chlore, ou de brome, ou 

de fluor, ou 

. un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lin^aire ou 
ramifie, d'environ 1 a environ 10 atomes de carbone, ces groupes ^tant le cas 
6cheant substitues, notamment par un halog^ne, et/ou par un hydroxyle, et/ou par 

25 une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un cycle aromatique et/ou 
aliphatique, d'environ S ^ environ 10 atomes de carbone dans le cycle, ces cycles 
6tant eux-memes, le cas dcheant, substitu6s notamment par un halog^ne, et/ou par 
un hydroxyle, et/ou par une amine (primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, ces groupes 6tant tels 

30 que d^finis ci-dessus, ou 

. un cycle aromatique ou aliphatique, d'environ 5 k environ 10 atomes de 
carbone dans le cycle,, ce cycle etant lui-meme, le cas 6ch6ant, substitu^ 
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notamment par un halog^ne, et/ou par un hydroxyle, et/ou par une amine 
(primaire, secondaire ou tertiaire), et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, ces groupes ^tant tels que d^finis ci-dessus, ou 

. un groupe -ORa, Ra repr^sentant un atome dliydrogdne, ou un groupe 
- 5 alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lin^aire ou ramifi^, ces groupes 6tant 
tels que d6finis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles 6tant 
tels que definis ci-dessus, ou 

. un groupe -NR|,Rc, Rb et R^, ind^pendanunent I'un de I'autre, 
representant un atome d'hydrog^ne, un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
10 oxycarbonyle, ou ester, lineaire ou ramifie, ces groupes etant tels que definis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles dtant tels que definis ci- 
dessus, ou 

. lorsque Ri et R2, et/ou R3 et R4, et/ou R4 et R5, et/ou R7 et Rg, et/ou 
Rg et Rpi et/ou R9 et Riq, ne repr^sentent pas les differents atomes ou groupes ou 

15 cycles mentiotmds ci-dessus, alors R\ en association avec R2, et/ou R2 en 
association avec R3, et/ou R3 en association avec R4, et/ou R4 en association avec 
R5, et/ou R7 en association avec Rg, et/ou Rg en association avec R9, et/ou R9 en 
association avec Riq, forment respectivement avec Ci et C2, ou avec C2 et C3, 
ou avec C3 et C4, ou avec C4, et C5, ou avec C7 et Cg, ou avec Cg et C9, ou 

20 avec C9 et Ciq, un cycle aromatique ou aliphatique de 5 ^ 10 atomes de carbone, 
ce cycle 6tant le cas ^hdant substitud, notamment par un halogene, et/ou par un 
groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle 
aromatique ou aliphatique, ces groupes ou cycles 6tant tels que definis ci-dessus, 
ou 

2S . lorsque R3 et R4 ne repr^sentent pas les diff(irents atomes ou groupes ou 

cycles mentionn^s ci-dessus, alors R3 en association avec R4 forment un groupe 
indole de formule 



30 




dans laquelle Ra est tel que d^fini ci-dessus, 
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- Y represente : 

. un groupe -OR<i, Rd repr6sentant un atome dTaydrogfene, ou un groupe 
alkyle, carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, lin6aire ou ramifie, ces groupes 6tant 
tels que definis ci-dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles etant 
tels que d6fmis ci-dessus, ou 

. un groupe -NRgRf et Rf independamment I'un de I'autre, 
repr^sentant un atome dliydrog^ne, un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, lineaire ou ramifie, ces groupes etant tels que d6finis ci- 
dessus, ou un cycle aromatique ou aliphatique, ces cycles 6tant tels que definis ci- 
dessus, 

. 6tant entendu que lorsque R^i^ ou I'un au moins de R^ ou de Rf, ne 
repr^sentent pas I'un des diff^rents atomes ou groupes ou cycles mentiomies ci- 
dessus, alors R<i, ou I'un au moins de Rg ou de Rf, en association avec R5, ou en 
association avec R7, forment respectivement avec C5 et C5, ou avec Cg, Cga et 
C7, un h6terocycle aromatique ou aliphatique de 5 a 10 atomes de carbone, le cas 
echeant substitu6, notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, 
carbonyle, oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, 
ces groupes ou cycles 6tant tels que definis ci-dessus, 

- X represente un atome sous forme anionique, tel qu'un atome d'halogene, 
notamment un atome de brome ou de chlore, ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique, tel qu'un perchlorate, et I'azote de l'h6terocycle A de la formule (I) est 
sous forme quatemaire et est 116 d'une part par liaison covalente au carbone en 
position 11, et, d'autre part, par liaison ionique a X defini ci-dessus, 6tant entendu 
que lorsque Rj et Rio ne representent pas I'un des differents atomes ou groupes 
ou cycles mentionn6s ci-dessus, alors Ri en association avec Riq forment avec 
Ci, I'azote de I'het^rocycle A de la formule (I), C\\, et Cio, un h6terocycle 
aromatique ou aliphatique de 5 ^ 10 atomes de carbone, le cas 6cheant substitue, 
notamment par un halogene, et/ou par un groupe alkyle, alkoxy, carbonyle, 
oxycarbonyle, ou ester, et/ou par un cycle aromatique ou aliphatique, ces groupes 
ou cycles etant tels que definis ci-dessus, 

pour la preparation de medicaments destines au traitement de pathologies 
liees k une constriction des cellules musculaires lisses dans les tissus telles que les 
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pathologies liees aux ph6nom6nes de vasoconstriction dans le cadre de troubles 
vasculaires, notamment rhypertension arterielle, ou les pathologies li6es aux 
ph^nomenes de bronchoconstriction dans le cadre de troubles de la respiration, 
notamment I'asthme. 

2. Utilisation selon la revendication 1, des d6riv6s des benzo[c] 
quinoliziniums de fonnule (la) suivante : 



10 



15 




20 dans laquelle : 

- Rl et R2 repr^sentent un atome d'hydrogdne, ou forment en association 
avec Ci et C2 un cycle aromatique a 6 atomes de carbone, 

- R5 represente un atome dliydrogene, ou un groupe alkyle lineaire ou 
substitue de 1 i 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, ou im ester 

25 de formule COOR' dans laquelle R' represente un groupe alkyle lineaire ou 
substitue de 1 d 10 atomes de carbone, notamment un groupe 6thyle, 

- Y represente un groupe -OH, -SH, -NH2, ou -NHCOCHs, 

- R7, Rg, R9 et Rio repr&entent un atome d'hydrogtoe, ou I'un au moins de 
R7, Rg, R9 ou Rio> represente un atome d'halog^ne, notamment un atome de 

30 chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome dTialogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 
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3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, des derives des benzo[c] 
quinoliziniums de formule (la) dans laquelle Y represente un groupe -NH2> ou 
-NHCOCH3. 



5 4. Utilisation selon la revendication 

benzo[c]quinoliziniums de formule (la) suivants : 
compost 13 (MPB-01) 



10 




3, des derives des 

compost 11 (MPB-26) 
N 




50 
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compost 23 




COCHj 



5. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, de derives des 
25 benzo[c]quinoliziiiiums de fonnule (la) dans laquelle Y repr&ente OH. 



6. Utilisation selon la revendication 5, de ddriv^s des 
benzo[c]quinoIiziniums de fonnule (la) choisis panni les suivants : 

compost 12 GV1PB-05) compost 18 (MPjB-06) 




compos* 19 (MPB-07) 



compos* 20 (MPB-08) 
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compost MPB 86 




.cooqiij 




xooqH, 



compost MPB 87 



compos6MPB88 




COOCjH, 




COOCjH, 



7. Utilisation selon la . revendication 1 ou 2, de d6riv6s des 
benzo[c]qxiinoliziniums de fonnule (la) dans laquelle Y represente SH. 



8. Utilisation selon la revendication 7, de d6riv& des 
benzo[c]quinoliziniums de formule (la) choisis paimi les suivants : 



compost MPB 102 



compost MPB 103 
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9. Utilisation selon la revendication 5, de d6riv6s de fonnule g^n^rale (Ia-1) 
suivante : 



aa-1) 



dans laquelle : 

- R5 repr^sente un atome d'hydrog^ne, ou un groupe alkyle lin6aire ou 
substitue de 1 i 10 atomes de carbone, notamment nn groupe butyle, 

- R|Q reprdsente un atome un atome d'halog^ne, notamment un atome de 
chlore, de brome ou de fluor, 

- X reprdsente un atome d'halog^ne sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br", ou de chlore CI", ou vm groupe d'atomes sous forme 
anionique, notamment un perchlorate CIO4". 

10. Utilisation selon la revendication 9, du d6riv6 MPB-07 de fonnule 
suivante : 

compost 19 (MPB-07) 




11. Utilisation selon la revendication 9, du d6nv6 MPB-91 de formule 
suivante : 
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12. Utilisation selon la revendication 1, de derives de fonnule gen^rale (lb) 
suivante : 




(lb) 



dans laquelle Ra, Ri, R2, Rs. R?. Rg. R9. RlO. X et Y sont tels que d6finis 
dans la revendication 1, et notamment les composes de fonnule (lb) dans laquelle: 

- Ra repr6sente un atome d'hydrogene, 

- Ri et R2 repr^sentent un atome d'hydrogene, et il n'y a pas de double 
liaison entre les deux carbones portant Ri et R2, 

- R5 represente un atome d'hydrogene, 

- R7, Rg, R9 et Rio representent un atome d'hydrogene, ou Tun de R7, Rg, 
R9 ou Rio represente un atome d'halogfene. notamment un atome de chloie, de 
brome ou de fluor, 

- Y reprdsente -NH2, 

- X represente un atome d'halogene, notamment un atome de brome, ou de 
chlore, ou de fluor. 

13. Utilisation selon la revendication 10, de d6riv6s de formule (Ib-1) 



suivante : 




(Ib-1) 
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et plus particuli^rement les composes de formule (Ib-1) suivants : 
-compose G : R7 = C1, Rg = R9 = Rio = H, 
-compose H : R7 = R8 = R9=Rio = H, 
-compost I : R8 = C1, R7 = R9 = Rio = H, 
5 -compost J : R9 = C1, R7 = R8 = Rio=H, 

-compost K : Rio = Cl, R7 = R8 = R9 = H, 
-composd L : R9 = Br, R7=R8=Rio = H. 



14. Composes de formule (I) telle que deMe dans la revendication I dans 
10 laquelle R5 repr6sente un ester de formule COOR' dans laquelle R' repr6sente un 

groupe alkyle lineaire ou substitue de 1 ^ 10 atomes de carbone, notamment un 
groupe 6thyle. 

15. Composes selon la revendication 14, de formule (la) telle que definie 
15 dans la revendication 2, dans laquelle : 

- Rj et R2 representent un atome d'hydrogtoe, ou forment en association 
avec Ci et C2 un cycle aromatique k 6 atomes de carbone, 

- R5 repr&ente un ester de formule COOR' dans laquelle R' represente un 
groupe alkyle lin6aire ou substitue de 1 i 10 atomes de carbone, notamment un 

20 groupe 6thyle, 

- Y represente un groupe -OH, -SH, -NH2, ou -NHCOCH3, 

- R7, Rg, R9 et Rio representent un atome dliydrogene, ou I'un au moins de 
R7, Rg, R9 ou Rio, repr&ente un atome d'halogene, notamment im atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 

25 - X represente un atome dlialogfene sous forme anionique, notamment un 

atome de brome Br, ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

16. Composes selon la revendication 14 ou 15, de formule (la) dans laquelle 
30 R5 represente un ester de formule COOR' dans laquelle R' represente un groupe 

alkyle lineaire ou substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe 
ethyle, et Y represente un groupe -OH. 
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17. Composes selon I'une des revendications 14 a 16, de fomiules suivantes: 



compost MFB 73 



COOCjHj 




COOCjHj 



cooqH^ 



compost MPB 75 



COOCjHj 




compost MPB 77 



COOCjHj 




COOCjHj 



18. Composes de formule (I) telle que definie dans la revendication 1 dans 
laquelle Y repr^sente SH. 



19. Compos6s selon la revendication 18, de fonnule (la) telle que definie 
dans la revendication 2, dans laquelle : 

- Rl et R2 representent un atome d'hydrog^ne, ou forment en i 
avec Cj et C2 un cycle aromatique k 6 atomes de carbone. 



wo 03/104228 




PCT/FR03/01688 



- R5 represente - R5 repr^sente un atome d'hydrogene, ou un groupe alkyle 
lineaire ou substitue de 1 a 10 atomes de carbone, notamment un groupe butyle, 

- Y represente un groupe -SH, 

- R7, Rg, R9 et Rio repr^sentent un atome d'hydrogene, ou I'un au moins de 
R7, Rg, R9 ou Rio, represente un atome d'halogene, notamment un atome de 
chlore. de brome ou de fluor, 

- X represente un atome d'halogene sous forme anionique, notamment un 
atome de brome Br", ou de chlore CI", ou un groupe d'atomes sous forme 
anionique. 

20. Composes selon larevendication 18 ou 19, de formides suivantes: 
compost MPB 102 compose MPB 103 



15 



20 




21. Compositions pharmaceutiques comprenant au moins un compose defini 
dans I'une des revendications 14 k 20, en association avec un vehicule 
25 pharmaceutiquement acceptable. 



wo 03/104228 

A. 



PCT/FR03/01688 



1/9 



Tension (en g) 



Solution hyperpotassique 



Solution physiologique normale 





Contraction 


I Basal 





o.oo- 

000:00:00 000:40:03 001:20:06 002:00:10 
Temps (h : min : s) 



Tension (en g) 



Solution 
hypeipotassique 



Solution physiologique normale 




000:00:00 000:40:03 001:20:08 002:00:10 002:40:13 003:20:16 004:00:20 004:40:23 005:20: 

Temps (h : min : s) 



Figure 1 




00120:06 002:00:10 



00S:»:18 004:00:20 OtMiHOi OKrlOM atHM:30 006:40:33 007:30-^6 008m:40 008:40:4 



Temps (h : 



B. 

Tension (en g) 



Milieu hyperpotassique 



Solution noimale 



Ajout de L-NAME (lO'^M) 
i MPB-07 
1 10 nM 20 hM 
t 




80 nM 
t 160 nM 
t 



000:40:03 001.20:06 002:00:10 002:40:13 003:30:16 004:00:30 004:40:33 006:30:26 006:00-^0 006:40:33 007:30:36 006.-00:40 

Temps (h : min : s) 



Figure 2 



wo 03/104228 

A. 



3/9 



B. 



PCT/FR03/01688 




Log[MPB-07]enM f Log[MPB-07]enM 



Figures 



wo 03/104228 

A. 

Tension (en g) 



i olution 
tormale 



PCT/FR03/01688 



4/9 



MPB-07 (135 |iM) 
t 



Solution Solution 
normale hypeipotassique 




000:00:00 000:40:03 001:20:06 002:00:10 0O2:4O:1 
Tenq>s (h : min :s) 




0M:00«0 000:40:03 001:20:08 002:00:10 002:40:13 0O3:20;18 004:00:20 004:40:23 005:20:26 008«0:30 

Tenq>s ( h : min : s) 



Figure 4 




-5.5 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5 
Log[MPB-07]enM 



Figure 5 



wo 03/104228 




PCT/FR03/01688 



Comparaison d'une gamme de 
MPB-07 et de MPB-91 sur des 
anneaux d'aorte avec endothelium 
precontractures en solution 
hyperpotassique 
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